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確認するとともに、TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl Transferase-mediated 
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するエナメルマトリックスタンパクの Amelogenin と Ameloblastin、それらを









ポトーシスを起こしているかどうかを検出する方法に TUNEL (Terminal 














る Bcl-2 と Bax の発現を検討するとともに、上皮細胞―線維芽細胞間相互作用
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歯根膜組織片は、東北大学病院に来院した 18～28 歳の 41 人の患者より抜歯
した上下顎第三大臼歯根中央 3 分の 1 より採取した。患者からは術前に抜去歯
の組織の一部が実験に供されることの同意を得ている。なお、本研究は、東北
大学大学院歯学研究科研究倫理専門委員会 (23-1) にて承認済である。 
 これらの組織片を約 1mm2 に細切し、細切した組織片はディッシュに静置
し、10%ウシ胎仔血清（FBS）（大日本製薬）および抗生物質（60 µg/ml 
Kanamycin（明治製菓）、20 units/ml Penicillin G potassium（萬有製薬）、10 
µg/ml Amphotericin B （ Sigma-Aldrich Co.USA ） 含 有 -MEM 培 地
（Sigma-Aldrich Co.USA）にて線維芽細胞の培養を行った。1週間後、5 µg/ml 
Insulin（Sigma-Aldrich Co.USA）、0.5 µg/ml Hydrocortisone（Sigma-Aldrich 
Co. ）、 10 µg/ml Transferrine （ Sigma-Aldrich Co.USA ）、 14.1 µg/ml 
Phosphorylethanolamine （ Sigma-Aldrich Co.USA ）、 10 ng/ml EGF
（Sigma-Aldrich Co.USA）含有MCDB153 培地 (Sigma-Aldrich Co.USA)と 




胞を誘導させた (PEF cells:the primary passage of epithelial cells with 
fibroblasts)（図 1a）。無血清混合培地の交換は 2―3日毎に行った 13, 14)。 
 細胞がサブコンフルエントになったら、75 µg/ml Protease (Sigma-Aldrich 
Co.USA)、200 µg/ml EDTA（和光純薬工業）含有 PBS溶液（プロテアーゼ溶
液）を 15～20 分作用させて、上皮細胞および線維芽細胞を共に剥離し、PBS
にて 3回洗浄後、両細胞を 35 mmディッシュに播種した。上皮細胞は集団を形
成し線維芽細胞の中に島状に分布する。 この混培養した細胞をサンプルとして





いた (SE cells: the secondary culture of epithelial cells without fibroblasts)
（図 1c）。継代後の培地も無血清混合培地とし、2～3日毎に培地交換を行った。 
なお、本実験で培養したサンプル数 245 デッシュのうち、上皮細胞の発現が認







細胞は 4%パラホルムアルデヒド（和光純薬工業）/PBS にて 10 分間固定し、
PBS 洗浄後、3%H2O2 にて内因性ペルオキシダーゼを阻害した。非特異的反応
を抑えるため、5% Normal goat serum（和光純薬工業）を 30分間作用させた。
上皮細胞を特定するための抗体 Monoclonal mouse anti-human cytokeratin 
AE1/AE3 (1:50) (Dako, Carpinteria, CA, USA)、エナメルマトリックスプロテ
インの Amelogenin、Ameloblastin に対する一次抗血清 Polyclonal rabbit 
anti-porcine amelogenin (0.1 µg/ml) (117-81-2b) 、 Polyclonal rabbit 
anti-porcine ameloblastin antibody (W-59) (0.1 µg/ml)（広島大学大学院医歯薬
保健学研究科創生医科学専攻探索医科学講座口腔細胞生物学 内田 隆教授よ
り供与）、Monoclonal rabbit anti-human Bcl-2 antibody (1:250) (Dako)、
Monoclonal rabbit anti-human Bax antibody (1:250) (Epitomics, Inc., 
Burlingame, CA, USA)を 4˚Cにて一晩反応させた。なお、Ameloblastin の検
出に際しては、細胞をあらかじめ４時間、5 µM Monensin (eBioscience, Inc., 









後、陽性細胞は ExtrAvidin® peroxidase solution (Sigma-Aldrich Co.)および







増殖した細胞は 10μmol/l 5-bromo-2’-deoxy-uridine (BrdU) (Sigma 
Chemical Co.USA) 含有無血清培地で 24 時間培養し、核内に BrdU を取り込
んだ細胞を特定することによって同定した。細胞は 4%パラホルムアルデヒド
（株）和光純薬工業）/PBS にて 10 分間固定し、PBS 洗浄後、3%H2O2にて内
因性ペルオキシダーゼを阻害した。BrdU を取り込んだ細胞は BrdU 
Immuno-Histochemistry Kit (Exalpha Biologicals, Inc., Shirley, MA, USA)を
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用い、陽性細胞はビオチン化抗 BrdU抗体、Horse-radish peroxidase (HRP)標






アポトーシスを起こした細胞は，  DNA の断片化を起こす。本研究では
TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl Transferase-mediated dUTP Nick End 
Labeling) 法に基づくアポトーシス in situ 検出キット(和光純薬工業)を用いて
断片化した DNAの検出を行った。細胞は 4%パラホルムアルデヒド（和光純薬
工業）/PBS にて 10 分間固定し、PBS 洗浄後、3%H2O2にて内因性ペルオキシ










 培養細胞（SEFと SEそれぞれ）より抽出したサンプルは RNeasy® Mini Kit
（QIAGEN Pty Ltd、Australia）を用いて RNAを抽出した。本研究で用いた
プ ラ イ マ ー Bcl-2 、 Bax 、 Glyceraldehydes-3-phosphate dehydrogenase 
(GAPDH)のmRNAに対する塩基配列は Table1に示す。また、ビオチン標識を’3
末端とし、 Bcl-2 mRNA 、 Bax mRNA 、 Glyceraldehydes-3-phosphate 
dehydrogenase (GAPDH) mRNAに対するホモロジー検索をインターネットの
国際塩基配列データベース GenbankTMにて行い、他の塩基配列と交差すること
はなかった。サンプル（0.025g/ml）は Taq DNA Polymerase (Invitrogen 
Co.USA)を用い、ランダムプライマー法にて PCR反応を行った（Table１）。PCR
産物は，1.5%のアガロースゲルに泳動し，解析ソフト Image J (National 
Institutes of Health，USA)を用いて数値化した。加えて，GAPDH(18)を内部
標準遺伝子として用い，半定量 RT-PCR分析を行った。各群間の差については，















































Baxおよび Bcl-2 mRNAの RT-PCR法による分析 
 
半定量 RT-PCR法により、Baxと Bcl-2 mRNAの発現について混培養細胞し
たサンプル（SEF cells）と上皮細胞のみ培養したコントロール（SE cells）間
で比較検討を行った（図 4a,b）。Bax mRNAの発現は、SE cellsと比較して SEF 
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                                Table 1 
Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) primers for gene expression analysis 
primer 
     GenBank TM accession.no. 
     or reference 
        Sequence(5´-3´) 
Bax (210bp) 
  Bcl-2(235bp) 
GAPDH(485bp) 
F primer  -ccccgagaggtctttttccg- 




F primer - gattgtggccttctttgagt- 
R primer -ggccaaactgagcagagtct- 
F primer -cactggtgagacaggcttga- 










GAPDH: Glyceraldehydes-3-phosphate dehydrogenase 
図4. (a) RT-PCR products were separated on 1.5% agarose gels stained with ethidium bromide.  
   (b) Semiquantitative expression level of Bax and Bcl-2. Graphical representation of relative band intensities   




図1 (a) Phase-contrast photomicrograph taken in primary cultured epithelial cells of Malassez (E) 
and fibroblasts (F) from human periodontal ligament (human PDL) at the interface (PEF: the 
primary passage of epithelial cells with fibroblasts) . The interface between ERM and fibroblasts 
was indicated by arrows. (b) Phase-contrast photomicrograph taken in second passage of the 
epithelial cells of Malassez (arrows) and fibroblasts from the same periodontal ligament tissue 
(SEF: the secondary passage of epithelial cells with fibroblasts) .  
(c) Phase-contrast photomicrograph taken in second passage of epithelial cells of Malassez from 
human PDL (SE: the secondary culture of epithelial cells without fibroblasts).  
(d) Photomicrograph showing intense immunoreactivity for cytokeratin AE1/AE3 in the epithelial 
cells of Malassez.  
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図3 (a) Photomicrograph showing intense immunoreactivity for Bax in the epithelial rests of 
Malassez (ERM) cells of SEF cells, as indicated by arrows. . (b) Photomicrograph showing 
staining for Bax appeared to be lighter in SE cells than SEF cells. 
(c) Photomicrograph showing that Bcl-2 were colocalized weakly in both ERM cells and 
fibroblasts of SEF cells (d) Photomicrograph showing that staining for Bcl-2 appeared to be 
weak in SE cells. (e) Photomicrographs showing negative-control immunostaining in SEF cells. 
N=3 
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図2 (a) Photomicrograph showing that intense immunoreactivity for amelogenin in ERM cells 
of SEF cells, as indicated by arrows. (b) Photomicrograph showing that weak immunoreactivity 
for amelogenin in SE cells.(c)Photomicrograph showing that intense immunoreactivity for 
ameloblastin in the epithelial rests of Malassez (ERM) cells of SEF cells, as indicated by arrows. 





図4 (a) BrdU-immunoreactive cells were observed in ERM cells (arrows) of SEF.  
(b) BrdU-immunoreactive cells were observed in SE cells,too. 
(c) ERM cells (arrows) in SEF were positive for TUNEL staining. (d) Positive cells for TUNEL 
staining were not observed in SE cells. (e) The negative-control didn’t show any positive 
reactions in ERM cell (arrows) of SEF. N=3 
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